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El carcinoma hepatocelular es la neoplasia más frecuente en el hígado y 
su incidencia se ha duplicado en los últimos 40 años, situándola como el 
quinto tumor más frecuente en el mundo. A pesar del uso de distintos 
métodos de diagnóstico y tratamiento de esta enfermedad, hasta la fecha, 
ninguno ha resultado completamente efectivo  y son aplicables 
únicamente si se diagnostica la enfermedad en sus fases iniciales. El 
conocimiento de los niveles de expresión de los genes involucrados en el 
desarrollo de este cáncer podría traer nuevas alternativas para la 
prevención, diagnóstico y tratamiento de esta enfermedad, razón por la 
cual el objetivo de este estudio fue determinar  los niveles de expresión de 
los genes cIAP y cMET en tejidos de hígado con y sin neoplasia del 
organismo Rattus norvegicus. Mediante el uso de la técnica de Reacción 
en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (qPCR), se obtuvo que la 
expresión, tanto del gen cIAP como del gen cMET disminuyó en las 
muestras neoplásicas con relación a las muestras no afectadas. También 
se analizó la expresión de estos genes en muestras con formaciones 
neoplásicas pero tratadas con un agente antitumoral. Estas últimas 
presentaron un aumento en la expresión del gen cMET contrariamente al 
gen cIAP, el cual disminuyó su expresión. Debido a que la cantidad de 
muestras utilizadas fue reducida, no fue posible realizar análisis 
estadísticos. Sin embargo, dichos resultados no coinciden con los 
esperados teóricamente. 
 














Hepatocellular carcinoma is the most common malignancy in the liver and 
its incidence has doubled in the last 40 years, placing it as the fifth most 
common tumor in the world. Despite the use of different methods of 
diagnosis and treatment of this disease, none has proven completely 
effective and are applicable only if the disease is diagnosed in its early 
stages. Knowledge of the expression levels of genes involved in the 
development of this cancer could bring new alternatives for prevention, 
diagnosis and treatment of this disease, which is why the aim of this study 
was to determine expression level of cMET and cIAP genes, in Rattus 
norvegicus liver tissue with and without neoplasm. Using the technique of 
reaction Polymerase Chain in real time (qPCR), we found that the 
expression of both genes cIAP and cMET decreased in neoplastic 
samples compared to samples not affected. We also analyzed the 
expression of these genes in samples with neoplastic formations but 
treated with an anti-tumor agent. The latter showed an increase in gene 
expression cMET unlike the cIAP gene, which decreased its expression. 
Because the number of samples used was small, no statistical analysis 
was possible. However, these results do not coincide with those expected 
theoretically. 
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El carcinoma hepatocelular (CHC) es la principal neoplasia maligna del 
hígado, cuya alta incidencia la ubica como el quinto tumor más frecuente 
en el mundo (Linares et al, 2004). Anualmente, cerca de un millón de 
muertes son generadas por este carcinoma, presentándose 
principalmente en personas portadoras de enfermedades hepáticas 
crónicas o con factores de riesgo como las infecciones crónicas por 
hepatitis B y C, la hemocromatosis hereditaria y el consumo elevado de 
alcohol (Quiñonez, 2009). En Costa Rica, el CHC representa el cuarto tipo 
de cáncer más frecuente en la población, generando el 10% del total de 
muertes por cáncer, con una mayor incidencia en los hombres (Moya, 
2005). 
A pesar de los avances en diferentes técnicas de diagnóstico utilizadas 
para el CHC,  la baja efectividad de las mismas no contribuyen a que la 
incidencia de esta enfermedad disminuya y los tratamientos existentes 
únicamente son aplicables si el carcinoma es detectado en etapas 
tempranas. La patogénesis molecular de esta enfermedad se caracteriza 
por múltiples cambios genéticos y epigenéticos, por lo que la aplicación 
de las técnicas de biología molecular en su estudio podrían contribuir 
considerablemente en una mayor comprensión de la enfermedad y al 
desarrollo de  mejores métodos diagnósticos y tratamientos (Buset et al, 
2007).  
La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real, ha surgido como 
una técnica confiable y de amplia utilidad para la investigación biológica, 
al permitir la identificación y cuantificación de ácidos nucleicos de manera 
exacta. Su importancia radica en la posibilidad de determinar rápidamente 
y de forma exacta cambios en la expresión génica, como respuesta a 
condiciones fisiológicas o patológicas. Esto, permite a su vez, una 
correlación con los eventos moleculares y un mejor entendimiento de los 
procesos biológicos (Lejona et al, 2006). 
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En diversos estudios, se ha demostrado como cambios en la expresión 
génica se encuentran asociados con el desarrollo de distintos tipos de 
cáncer (Porras, 2005). Por esta razón, el estudio de los niveles de 
expresión de los genes involucrados en el desarrollo del cáncer 
hepatocelular podría tener un impacto positivo en el diagnóstico, 
pronóstico y tratamiento de esta enfermedad (Porras, 2005; Soca et al., 
2007). 
 
 En el presente trabajo de investigación, se estudiaron los niveles de 
expresión de los genes cIAP y cMET utilizando muestras con formaciones 
neoplásicas inducidas, muestras expuestas a un agente cancerígeno y 
posteriormente tratadas con un agente inhibidor de la carcinogénesis y 
muestras no afectadas, provenientes de tejido hepático del organismo 
Rattus norvegicus.  
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2. REVISION DE LITERATURA 
2.1 El cáncer como una enfermedad genética 
El cáncer se define como el conjunto de enfermedades genéticas que 
gradualmente conllevan a las células afectadas a la formación de 
neoplasmas, debido a un crecimiento celular descontrolado, de manera 
autosuficiente y resistente a los mecanismos de regulación celular 
(Zimonjic et al., 2001).  El término cáncer es aplicado a aquellas 
formaciones neoplasmáticas o tumores considerados malignos, los cuales 
debido a la proliferación celular sin control, invaden tejidos próximos a los 
que dieron origen y a su vez tienen la capacidad de diseminarse hacia 
otros órganos, mediante el proceso denominado metástasis  (Fidler, 
2002). 
 
Estas alteraciones genéticas están relacionadas con tres clases de genes. 
La primera incluye a los oncogenes que corresponden a proto-oncogenes 
mutados, siendo estos últimos reguladores del ciclo y proliferación celular. 
Los genes supresores de tumores son una clase de genes involucrados 
en el crecimiento celular e iniciación de la apoptosis. Por último los genes 
reparadores del ADN que garantizan la integridad genómica (Soca et al., 
2007).  Se han identificado al menos 30 genes supresores de tumores y 
más de 100 oncogenes (Soto & Sonnenschei, 2004). 
 
Los oncogenes codifican proteínas con expresión alterada, favoreciendo 
el crecimiento celular y propiciando la invasividad tumoral.  Este tipo de 
genes son de carácter dominante, por lo que una mutación en cualquiera 
de los dos alelos, es suficiente para la expresión de un fenotipo aberrante 
(Osborne et al., 2004; Carlo & Croce, 2008).  Los genes supresores de 
tumores, en cambio, expresan fenotipos anómalos cuando sus dos alelos 
se encuentran alterados, razón por la cual son considerados de carácter 
recesivo (Osborne et al., 2004) 
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Los genes reparadores de ADN codifican proteínas cuya función es 
reparar errores en la fase S del ciclo celular y permitir que se lleve a cabo 
posteriormente la mitosis. Las mutaciones en este tipo de genes,  pueden 
originar  que la reparación de ADN se realice de manera defectuosa o que 
no se realice por completo, lo cual conlleva a que mutaciones 
subsecuentes se acumulen (Soto & Sonnenschei, 2004). 
 
La participación de oncogenes y genes supresores de tumores en la 
patogénesis del cáncer, ha sido demostrada mediante la evaluación de 
sus efectos en diferentes estudios empleando modelos animales y 
cultivos celulares (Zimonjic et al., 2001). 
 
2.2 Cáncer de hígado y carcinoma hepatocelular (CHC) 
El carcinoma hepatocelular (CHC) es la neoplasia más frecuente en el 
hígado y su incidencia se ha duplicado en los últimos 40 años (Bustíos et 
al., 2009).    Anualmente, se registran alrededor de un millón de personas 
fallecidas por este cáncer en todo el mundo, siendo la tercer neoplasia de 
mayor incidencia, que afecta principalmente el Sur de África y el Este 
Asiático donde se registran más del 80% de los casos (Bustíos et al., 
2009).  El desarrollo de este carcinoma se ha asociado al consumo de 
bebidas alcohólicas, obesidad, diabetes,  consumo de aflatoxinas, 
trastornos metabólicos y congénitos, Hepatitis B y Hepatitis C (Botero et 
al., 2007). 
 
En Costa Rica, el carcinoma hepatocelular representa el cuarto tipo de 
cáncer más frecuente en mujeres y el sexto en hombres. El mismo 




2.3 Diagnóstico y terapia del cáncer de hígado 
Distintos métodos de diagnóstico y tratamiento del cáncer de hígado han 
sido propuestos, sin embargo, hasta la fecha ninguno ha resultado 
completamente efectivo.  Las terapias existentes, como las cirugías, 
extirpación y trasplantes de hígado,  únicamente son aplicables si el 
cáncer es diagnosticado en fases iniciales, donde todavía no hay una 
sintomatología asociada (Forner et al., 2008).  Los tratamientos 
tradicionales de quimioterapia y radioterapia no son capaces de eliminar 
todas las células malignas y pueden generar en el organismo efectos 
adversos (Vega et al., 2005; Soca et al., 2007).  Por esta razón se ha 
incursionado en el desarrollado de nuevas terapias como la terapia 
genética, inhibición de las proteínas promotoras del crecimiento e 
inhibición de las quinasas dependientes de las ciclinas o cdk (Soca et al., 
2007).   
 
La comprensión de la genética molecular involucrada en el cáncer podría 
tener efectos favorables sobre su diagnóstico, tratamiento y pronóstico 
(Soca et al., 2007). Los análisis de expresión génicos son de fundamental 
importancia en la investigación biológica, ya que permiten la detección de 
diferencias en la forma que un gen o grupo de genes son expresados 
entre diferentes tejidos o estadios de una enfermedad. Estas diferencias 
en la expresión, pueden ser utilizadas para nuevos enfoques terapéuticos, 
y el desarrollo de nuevos tratamientos que minimicen los efectos de dicha 







2.4 Genes en estudio y su relación con el cáncer  
Se estima que, de los aproximadamente 35.000 genes que contiene el 
genoma humano, al menos 291 tienen alguna implicación en el desarrollo 
del cáncer (Van Lancker, 2006). En el caso del carcinoma hepatocelular, 
se han realizado diferentes estudios que sugieren la presencia de 
numerosas alteraciones genómicas en las células hepáticas que originan 
un fenotipo neoplásico y que a su vez, perpetúan y difunden esta 
neoplasia. (Tovar et al., 2007) 
 
2.5 Proto-oncogén cMET 
El gen cMET es un proto-oncogén cuyo producto es una glicoproteína 
transmembrana con función tirosin-quinasa, la cual funciona como 
receptor de la superficie celular mediante el ligando la HGFR (receptor del 
factor de crecimiento de hepatocitos) (Anglada et al., 2009; Giordano et 
al., 2000).  Este receptor está involucrado principalmente en la inhibición 
de la apoptosis, regeneración celular, promoción del crecimiento y la 
regulación de la disociación celular (Giordano et al., 2000). 
 
La sobre-expresión de este gen se encuentra asociada a diferentes 
neoplasias principalmente en carcinomas renales, los cuales se generan 
también por genes análogos como c-kit y RET (López et al., 2008).  Dicha 
sobre-expresión se da cuando cMET se encuentra mutado, ocasionando 
que el dominio tirosin-kinasa del ligando HGFR se encuentre activo de 
manera anormal y constante en la membrana celular, lo cual provoca un 
descontrol de la proliferación celular y a su vez invasión de tejidos o 





2.6 Proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAP´s) 
Las proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAP´s) son el resultado de un 
grupo de genes que se han conservado evolutivamente, encontrándose 
en diferentes especies de vertebrados e invertebrados (Tamm et al., 
2000).  La expresión de estos genes inhibidores le permite a las células 
contar con mecanismos de protección ante la diversidad de estímulos que 
inducen la muerte celular (Hamanaka et al., 2009).  Aunque esta clase de 
genes ha sido estudiada principalmente en baculovirus, se han 
identificado diferentes genes inhibidores en mamíferos, tales como nAIP, 
Survivina, Bruce, mLIAP, xIAP, cIAP1y cIAP2 (Sanna et al., 2002). 
 
El funcionamiento de los genes cIAP1 y cIAP2, se ha relacionado con la 
regulación de la actividad de las capasas 3, 7 y 9, las cuales poseen 
actividad  apoptótica. .Además, estos genes están asociados a diversas 
neoplasias en humanos incluyendo los carcinomas de ovario, hígado, 
pulmón y esófago, así como el carcinoma hepatocelular en ratones 
(Tamm et al., 2000; Srinivasula & Ashwell, J. 2008; Hamanaka et al., 
2009).  Sin embargo en estudios de sobre-expresión, se ha demostrado 
que los niveles de la proteína cIAP1 incrementan considerablemente en 
tejidos que presentan dicha condición tumoral, promoviendo a su vez  la 
ubiquitinación de la proteína cIAP2 y su posterior degradación; Esto 
sugiriere que son los niveles de cIAP1 en las células, los que promueven 
el desarrollo de tumores, al perder su capacidad reguladora en la 







2.7 Técnicas de biología molecular  
Actualmente, las técnicas de la biología molecular proporcionan las 
herramientas necesarias para el estudio del desarrollo tumoral y tratar de 
determinar las razones, tanto genéticas como epigenéticas,  involucradas 
en el cáncer (Bernard & Wittwer, 2002). La biología molecular ha 
permitido, en el estudio del cáncer,  optimizar tratamientos, minimizar los 
efectos secundarios y prevenir su desarrollo a partir del estudio de los 
procesos biológicos que subyacen en la enfermedad (Bernard & Wittwer, 
2002). 
 
2.8 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en ingles) es 
una técnica de la biología molecular de gran sensibilidad y especificidad, 
con capacidad de amplificar una secuencia específica de ADN 
exponencialmente, detectando concentraciones de ADN hasta de 1ng/µl 
(Morán et al., 2000).  La técnica consiste en la duplicación de secuencias 
de ácidos nucleicos mediante síntesis enzimática por la enzima Taq 
polimerasa, utilizando imprimadores específicos que delimitan la región de 
interés  (Soto et al., 1998).  
 
Los productos obtenidos de la PCR pueden ser observados mediante el 
método de electroforesis, el cual consiste en la separación de 
biomoléculas de acuerdo a su tamaño a través de un soporte de agarosa 
o acrilamida, en presencia de un campo eléctrico, generando un patrón de 
bandas donde las moléculas de mayor tamaño se desplazarán más 
lentamente que las moléculas pequeñas.  Dado que el ADN tiene carga 
negativa neta, la migración de este tipo de moléculas se realiza desde el 
cátodo hacia el ánodo, tomando en cuenta además de su carga eléctrica, 
el peso molecular y la estructura tridimensional (García, 2000). 
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2.9 Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 
(qPCR). 
Una de las variantes de la PCR convencional es la Reacción en cadena 
de la polimerasa en tiempo real (qPCR), la cual ha sido ampliamente 
utilizada para análisis de expresión génica. Esto debido a su alta 
sensibilidad, especificidad, bajo riesgo de contaminación, facilidad de 
ejecución, rapidez, cuantificación con alto rendimiento y obtención de 
perfiles de expresión con una alta precisión (Espy et al., 2006; Gubern et 
al., 2009). 
 
Este método combina las variables de la PCR convencional con una 
prueba de detección de fluorescencia, la cual es emitida por un 
fluorocromo o sonda molecular que permanece unido a los productos 
amplificados, donde el aumento o disminución en la intensidad de la 
fluorescencia emitida es proporcional a la concentración de ADN obtenida 
en la reacción (Espy et al., 2006).  Uno de los fluorocromos utilizados es 
el SYBR Green el cual se intercala dentro de cualquier molécula de ADN 
doble banda, por lo que no es específico a los productos de interés.  
 
Debido a que los ensayos con SYBR Green no son específicos, es 
necesario elaborar una curva de disociación con el fin de detectar la 
presencia de diferentes productos inespecíficos de amplificación. La 
detección de dichos productos está determinada por el porcentaje de 







El desarrollo de una reacción de qPCR se puede visualizar en un gráfico 
de amplificación, el cual muestra como variables la fluorescencia obtenida 
por el termociclador en el eje Y y el número de ciclos de la PCR en el eje  
X. La curva de amplificación consta de una primera fase donde la 
producción de fluorescencia está por debajo del nivel de detección del 
termociclador, una segunda fase exponencial, en la que se incrementa la 
fluorescencia y se determina un valor umbral de detección para el ADN 
producto, y una tercera fase donde la reacción finaliza y la fluorescencia 
se estabiliza. El punto de intersección de una curva de amplificación con 
el umbral se denomina Ct. Este valor indica el ciclo en el que la 
fluorescencia alcanza el valor umbral (Vinueza, 2009). 
 
Existen dentro de esta técnica dos métodos para cuantificación de niveles 
de expresión génica.  La cuantificación absoluta, que permite determinar 
el número de copias de un transcrito por comparación de la señal emitida 
por los productos de PCR respecto a una curva estándar y la 
cuantificación relativa que describe el cambio relativo en la expresión de 
un gen de interés, respecto a un grupo de referencia o un gen definido 
como control endógeno. (Livak & Schmittgen, 2001).  
 
El método de 2-∆∆ct o de CT comparativos es utilizado para la 
cuantificación de los cambios relativos en los niveles de expresión en 
experimentos de qPCR. Este método determina un valor de cuantificación 
relativa RQ (por siglas en ingles) por normalización de  los valores de los 
CT obtenidos entre los genes de interés y una muestra de referencia, y la 
posterior comparación de dichos valores respecto un control endógeno 





2.10 Controles endógenos 
 
Los datos que se obtienen de los análisis de cuantificación relativa por 
medio de qPCR son normalizados mediante un control interno definido 
como control endógeno.  Este control endógeno corresponde a un gen, 
por lo general del tipo “housekeeping”, cuyo ARNm debería expresarse de 
igual forma en todas las muestras bajo investigación, indistintamente del 
tipo de tejido, estadio de una enfermedad, tratamiento y condiciones 
experimentales (Gubern et al., 2009). 
 
Sin embargo, no ha sido descubierto un gen que funcione como control 
endógeno de manera ideal, debido a que la expresión génica es variable 
en cualquier condición celular que se estudie (Vandesompele et al, 2002). 
A pesar de que existen estudios sobre la viabilidad de diferentes genes 
candidatos a ser utilizados como referencia de acuerdo al tipo de lesión o 
condiciones experimentales, ningún gen ha presentado una expresión 
constante sin importar las condiciones experimentales (Gubern et al., 
2009). 
 
Si el gen de referencia escogido presenta diferencias en su expresión 
muy marcadas o se ve afectado por las condiciones experimentales o 
enfermedad en estudio, se induce a errores en la interpretación de los 
resultados y la imposibilidad de detectar cambios de expresión muy 
pequeños por la variabilidad que generan.  La escogencia del mejor gen 
de referencia debe realizase de acuerdo a cada tejido y características del 




En una amplia variedad de experimentos se ha utilizado el gen de β-
actina como gen de referencia (Dheda et al., 2005). La β-actina es una 
proteína citoplasmática que se encuentra expresada en la mayoría de las 
células eucarióticas, cuyas funciones están relacionadas con motilidad de 
las células, respuestas a señales extracelulares, control de la interacción 
célula-célula, transporte intracelular y cambios de forma de la célula 
durante el ciclo celular.  La abundancia celular de β-actina es considera 
constante y por esta razón ha sido utilizada como control endógeno 
(Guirado et al., 2002; Su et al., 2007). 
 
2.11 Utilización de animales en estudios de enfermedades 
humanas 
 
Los modelos animales han sido utilizados ampliamente en la investigación 
para estudiar diferentes enfermedades genéticas humanas. Asimismo, 
han sido utilizados para la producción de drogas o vacunas, la obtención 
de anticuerpos, células y órganos, procedimientos terapéuticos y de 
diagnóstico, así como la validación de nuevos dispositivos (Rodríguez, 
2007).  
 
El proceso de la carcinogénesis es un fenómeno complejo por lo que la 
utilización de modelos animales ha permitido avances significativos en la 
identificación de similitudes morfológicas y patológicas, entre tejidos de 
cáncer hepático de estos modelos animales y tejidos provenientes de 
biopsias humanas (Bannasch, et al 2003).  En la actualidad, para la 
mayoría de órganos o sistemas del cuerpo humano que puedan 
desarrollar procesos carcinogénicos, existe un modelo animal asociado 




El organismo Rattus norvegicus ha sido utilizado ampliamente como un 
modelo animal dada su fisiología, nutrición, inmunología, conducta, 
toxicología y desarrollo neoplásico (Dwinell et al., 2008).  
Aproximadamente el 90% de los genes de este organismo son ortólogos a 
los del ser humano, razón por la cual se ha utilizado principalmente en la 





3.1 Objetivo general 
Determinar los niveles de expresión de los genes cIAP y cMET en tejidos 
de hígado de Rattus norvegicus con y sin  neoplasia. 
 
 3.2 Objetivos específicos 
1. Extraer y retrotranscribir ARN total de tejido hepático de Rattus 
norvegicus sin neoplasia, con neoplasia sin tratar y con neoplasia 
tratada con ácido retinoico. 
 
2. Determinar la temperatura de alineamiento de los imprimadores de 
los genes cIAP y cMET utilizando gradientes térmicos por medio de 
la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 
 
3. Cuantificar, mediante PCR en tiempo real, los niveles de expresión 
de los genes cIAP y cMET en tejido hepático de Rattus norvegicus 




4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
El estudio se realizó en el laboratorio de biología molecular de la Escuela 
de Ciencias y Letras, en el Instituto Tecnológico de Costa Rica, Sede San 
Carlos, Alajuela, Costa Rica. 
 
4.1 Muestras utilizadas 
Se analizaron 6 muestras de hígados de Rattus norvegicus de las cuales 
2 provenían de organismos sin neoplasia que no fueron sometidos a 
ningún modelo de hepatocarcinogénesis denominados individuos “sanos”. 
Dos de las muestras provenían de hígados de organismos sometidos a 
tratamientos con 2-AAF  (2-acetilaminoflurorano) como inductor de la 
carcinogénesis considerados como “afectados”. Los restantes dos 
hígados eran de organismos sometidos a tratamientos con ATRA (ácido 
retinoico todo trans) como potencial inhibidor de la carcinogénesis  y 
posteriormente a tratamientos con 2-AAF como inductor de la 
carcinogénesis, llamados como individuos “tratados”. 
 
Dichas muestras fueron proporcionadas por el Instituto Clodomiro Picado 
de la Facultad de Microbiología de la Universidad de Costa Rica. Las 
muestras fueron conservadas  en nitrógeno líquido a -196 ºC. 
 
4.2 Extracción y retrotranscripción de ARN 
 
Se utilizaron aproximadamente 100 mg de cada una de las muestras y 
estas fueron maceradas en presencia de nitrógeno líquido. 
Posteriormente a dichas muestras se les realizó una extracción de ARN 
total mediante el kit NucleoSpin®L  (Macherey-Nagel) utilizando el 
protocolo proporcionado por el fabricante (Anexo 1). 
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Para evaluar la calidad de la extracción, se realizó una cuantificación de 
ácidos nucleicos mediante espectrofotometría utilizando el equipo 
Lambda 25 de PerkinElmer ® y el software UV WinLab versión 2.85.  Para 
ello se realizó una dilución de 12 µl de la muestra de ARN en 288 µl de 
agua destilada. La concentración final de ARN presente en la dilución fue 
calculada mediante la fórmula1: [ARN] ng/µl  = (Absorbancia a 260 nm) x 
(Factor de dilución) x 40. De acuerdo a la concentración obtenida, se 
calculó la cantidad de microlitros de muestra a utilizar en la 
retrotranscripción de las mismas, con el fin de homogenizar la 
concentración a 17 ng/µl. 
 
La retrotranscripción de ácidos nucleicos se realizó utilizando el kit 
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas) siguiendo 
los parámetros establecidos por el fabricante (Anexo 2). 
 
4.3 Reacción en cadena de la Polimerasa y Visualización de los 
productos de PCR mediante electroforesis. 
 
La determinación de la mejor temperatura de alineamiento para los 
imprimadores utilizados, se realizó mediante PCR en un gradiente térmico 
fijado a partir de los valores teóricos calculados. El cálculo de las 
temperaturas de alineamiento teóricos se realizaron mediante las 
fórmulas  (2(A+T) + 4(G+C))-5 cuando la cantidad de nucleótidos es 
menor o igual a 20 y (62,3+(0,41/%G+C)-(500/PB))-5  si la cantidad de 
nucleótidos es mayor a 20. Las variables A, T, G y C corresponden a la 
cantidad de nucleótidos de adenina, timina, guanina y citosina 





Para esto fueron consideradas las secuencias reportadas por el Instituto 
Clodomiro Picado de la Facultad de Microbiología de la Universidad de 
Costa Rica (tabla 1).  Dichas secuencias fueron comparadas con el 
genoma de Rattus norvegicus utilizando el programa BLAST (Altschul et 
al., 1990), con el fin de determinar el tamaño de los productos de PCR 
esperados. 
 
Tabla 1. Imprimadores utilizados en las reacciones de PCR para evaluar los 
distintos genes marcadores. 
 






P-actin-F 5'-TGTCACCAACTGGGACGATA-3'(1) 55 
391  
R-actin-R 5'-TCTCAGCTGTGGTGGTGAAG-3'(1) 57 
clAP-F 5'-CCAGCCTGCCCTCAAACCCTCT-3'(2) 60,6 
501 
cIAP-R 5'-GGGTCATCTCCGGGTTCCCAAC-3'(2) 60,6 
cMet -F 5'-GAAAGCCAATGTGTCAGGAG-3'(3) 55 
301 
cMet -R 5'-GAGTTTATCGTATTCCCAC-3'(3) 49 
Fuente: 2Van der Hoeven et al, 2003 1Batusic et al, 2004  3Daveau et al, 2004 
*Tamaños obtenidos de acuerdo al programa BLAST, disponible 
en www.ncbi.nlm.nih.gov 
 
Para cada par de imprimadores se realizó un gradiente térmico donde el 
valor intermedio correspondía a la temperatura de alineamiento teórico 
calculado.Los imprimadores de cIAP fueron evaluados a las temperaturas 
de 53.7, 56.2, 59.1, 61.5  y 63.4 ºC.  Las temperaturas utilizadas para los 
imprimadores de cMET fueron 48.1, 50.2, 53.0 y 56.2 ºC,  así como las 
temperaturas de  53.0, 56.2 y 58.9 ºC para los imprimadores de Actina.   
 
Para la reacción de PCR se utilizó una mezcla de los siguientes reactivos: 
5 µl de ADN (17 ng/µl); 2,5 µl de Buffer Taq 10x (NH4)2SO4; 1,5 µl de 
MgCl2 (25 mM), 2,5 µl de dNTP`s (2mM); 2,5 µl de cada imprimador, 0,4 µl 
de Taq Polimerasa (5u/µl) y 9,1 µl de H2O libre de nucleasas. La mezcla 
de reacción utilizada fue la misma para cada par de imprimadores y la 




El programa de PCR utilizado constó de un primer ciclo de 
desnaturalización de tres minutos treinta segundos a 94°C; cuarenta 
ciclos de: 30 s de desnaturalización a 94°C, 30 s  de alineamiento según 
el gradiente calculado a partir de la tm de cada imprimador (Tabla 1),  2 
min y 30 s  de extensión a 72°C; y un último ciclo de 5 min a 72°C. La 
amplificación se efectuó usando el termociclador modelo PTC-200 (Peltier 
Termal Cycler) de MJ Research, Inc. 
 
Los productos de PCR obtenidos de la evaluación de las distintas 
temperaturas de alineamiento fueron visualizados mediante Geles de 
agarosa al 2% en buffer TAE 1X (Tris 40mM, Acido acético 11.4% (v/v), y 
EDTA 1 mM) teñidos con 1,2 µl de Bromuro de Etidio (10 mg/ml), 
utilizando cámaras de electroforesis BIO-RAD con capacidad para 20 
pozos. A cada uno de los tubos de reacción que contenían los productos 
amplificados se les adicionó 5 µl de solución de carga 6X (loading dye), 
cargando 25 µl en cada uno de los pozos del gel. 
 
La electroforesis se realizó por 90 minutos a 75 Voltios, 400 miliamperios, 
usando buffer TAE 1X y MassRuler™ Low Range (Fermentas) como 
marcador de peso molecular para el marcador de cIAP. Para los 
marcadores de Actina y cMET se utilizó el marcador de peso molecular 
Lambda DNA/EcoRI + HindIII Marker (Fermentas). Como fuente de poder 
se utilizó el equipo PowerPac Basic™ de BIO-RAD. La visualización del 
patrón de bandas obtenidos se llevó a cabo por transiluminación 
ultravioleta utilizando el equipo EDAS 290 de Kodak y el software Kodak 













Los niveles de expresión de los genes cMET y cIAP fueron evaluados 
mediante PCR en tiempo real,  en los distintos tratamientos.  Para cada 
gen marcador, se realizó un duplicado de cada una de las muestras y de 
los controles negativos.  
 
 
La técnica de PCR en tiempo real se realizó mediante el equipo 
StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA) 
y el software StepOne™Software versión 2.0. Como diseño experimental 
se utilizó la cuantificación relativa por el método de Ct Comparativos 
(∆∆Ct), utilizando una de las muestras “sanas” como referencia y el 
marcador de Actina como control endógeno. Para detectar las secuencias 
amplificadas se utilizó SYBR® Green (Fermentas). La distribución de las 
muestras y los marcadores en la placa de reacción, para la cuantificación 
de los niveles de expresión, se aprecia en el anexo 4.  
 
 
La mezcla de reacción utilizada fue la misma para los distintos 
marcadores, variando únicamente los imprimadores utilizados en dicha 
mezcla. Dicha mezcla estuvo compuesta por 9 µl de ADN (9 ng/µl); 12,5 
µl Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), 2,5 µl de cada 
imprimador, y 5,5 µl de H2O libre de nucleasas.  
 
 
El programa de PCR utilizado constó de un primer ciclo de 
desnaturalización de 3 min y 30 s a 94°C; cuarenta ciclos de: 30 s de 
desnaturalización a 94°C, 30 s de alineamiento a 60ºC c) 2 min y 30 s a 
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72°C; y un último ciclo correspondiente a la curva de disociación 





5.1 Extracción y retrotranscripción de ARN 
 
Los ácidos nucleicos obtenidos a partir de la extracción del tejido 
hepático, fueron cuantificados mediante espectrofotometría y llevados a la 
misma concentración descrita en materiales y métodos, para ser 
utilizados en la reacción de retrotranscripción. La concentración obtenida 
de cada una de las muestras se encuentra tabulada en la tabla 2. 
 
Tabla 2.  Concentración de ARN determinada por espectrofotometría. 
 
Muestra Concentración de ARN (ng/µl) 
Sano 1 67.4 
Sano 2 52 
Afectado 1 17 
Afectado 2 17.9 
Tratado 1 26.1 
Tratado 2 86.3 
 
 
5.2 Reacción en cadena de la Polimerasa y visualización de los 
productos de PCR mediante electroforesis. 
 
De la evaluación de los distintos imprimadores para los genes en estudio, 
se obtuvieron distintos gradientes térmicos definidos a partir de las 
temperaturas de alineamiento teóricas. La figura 1 muestra los productos 
de PCR obtenidos a partir del gradiente evaluado para los imprimadores 
de cIAP.  Se observó un producto de aproximadamente 500 pb de 
acuerdo al marcador de peso molecular  (Anexo 5). Se seleccionó la 
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para los productos de PCR obtenidos 




Los productos de PCR obtenidos utilizando los imprimadores de los genes 
cMET y Actina, en los distintos gradientes, se visualizaron en un mismo 
gel (figura 2) utilizando como marcador de peso molecular Lambda. Para 
los imprimadores del gen cMET se seleccionó como temperatura para las 
pruebas 56.2 ºC, mientras que para el marcador de Actina la temperatura 
de 58.9 ºC. El tamaño de los productos obtenidos fue inferior a los 564 pb 
para ambos marcadores, de acuerdo al marcador de peso molecular 
utilizado (Anexo 6). 
 
 
Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para los productos de PCR obtenidos 
utilizando los imprimadores de los genes cMET y Actina mediante un gradiente térmico, 





5.3 Cuantificación de los niveles de expresión de los genes 
marcadores 
A partir de los análisis de PCR en tiempo real para la cuantificación de los 
niveles de expresión génicos, se obtuvieron los valores de RQ  
correspondientes a cada uno de los genes en estudio.  En las muestras 
denominadas “afectadas”, la expresión relativa tanto del gen cIAP como 
del gen cMET, fue menor a la expresión obtenida en las muestras 
“sanas”. Para el gen de cIAP el valor de RQ en las muestras “afectadas” 
fue de 0.042 mientras que para el marcador de cMET fue de 0.046 
 
Los valores de RQ obtenidos para el gen de cMET en las muestras 
consideradas tratadas, presentó un aumento en relación con la expresión 
de este gen en las muestras sanas, con un valor de cuantificación de 
3.096. De manera distinta, el marcador de cIAP presentó una disminución 
de su expresión en las muestras tratadas con un valor de RQ de 0.491 en 
relación con las muestras sanas. Los  valores de cuantificación relativa 






















Figura 3. Valores de RQ en escala lineal, para los genes de IAP y MET en las distintas 
muestras utilizadas, obtenidos de las pruebas de cuantificación de expresión génica 




6.1 Extracción y retrotranscripción de ARN 
El método de extracción de ARN empleado, mediante columnas de 
celulosa, permitió obtener una concentración de ARN suficiente para su 
posterior retrotranscripción. Esto considerando que de acuerdo al 
protocolo utilizado para la reacción de retrotranscripción, se requerían al 
menos 10 ng de ARN totales para llevar a cabo dicha reacción, siendo 
mayor la cantidad de ARN obtenida por microlitro, en todas las muestras 
en estudio. Esto garantiza además, que una vez que se obtengan los 
retrotranscritos, puedan ser utilizados en las reacciones de amplificación y 
de cuantificación. El éxito de las reacciones de PCR dependen en gran 
medida de la cantidad y calidad de la muestra analizadas, por lo que es 
fundamental la eficacia en los procesos de extracción de ácidos nucleicos 
(Cankar et al., 2006) 
 
6.2 Reacción en cadena de la Polimerasa y visualización de los 
productos de PCR mediante electroforesis. 
 
Los productos obtenidos de la reacción de PCR de los distintos genes 
marcadores, mediante un gradiente térmico, fueron los esperados. Para el 
marcador del gen cIAP se observó una banda de aproximadamente 500 
pb de acuerdo al marcador de peso molecular (figura 1). Este es 
semejante al tamaño de 501 pb obtenido al realizar el alineamiento de las 
secuencias de los imprimadores de este gen con la secuencia del 
cromosoma 8 de Rattus norvegicus, por lo que se evidencia que el 
fragmento obtenido es el esperado.  Además, este resultado es 
comparable con los valores descritos por Deveraux y Reed (1999) para el 
tamaño del gen cIAP, con un tamaño de 604 pb.  
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Con respecto a la evaluación del gradiente térmico para los imprimadores 
de cIAP, no se observaron diferencias entre las bandas obtenidas en las 
cinco temperaturas utilizadas, por lo que se infiere que las temperaturas 
del ámbito entre los 53.7 y los 63.4 °C podrían utilizarse para la reacción 
de PCR. Sin embargo, es recomendable utilizar únicamente el gradiente 
entre las temperaturas de 59.1 y 63.4 °C, y en específico la temperatura 
de 59.1 ºC, considerando que la Tm calculada de los imprimadores es de 
60.6 °C. Esto con el fin de reducir al mínimo las uniones inespecíficas, 
obtener una mayor cantidad de producto de PCR y evitar la formación de 
dímeros (González, 2007). 
 
Por su parte, la valoración del gradiente para el gen de Actina no mostró 
diferencias en las tres temperaturas evaluadas, ya que los productos de 
PCR obtenidos, al ser visualizados en el gel de agarosa, presentaron una 
intensidad semejante. No obstante, se recomienda utilizar una 
temperatura de alineamiento igual o mayor a 56.2°C,  con el fin de 
obtener una mayor especificidad en la reacción, al ser esta la temperatura 
más cercana a la tm calculada para ambos imprimadores. 
 
En el caso de los productos obtenidos mediante los imprimadores de 
cMET (figura 2), la banda observada en la temperaturas de 56.2ºC fue la 
más intensa. Para este marcador, las temperaturas de alineamiento de los 
imprimadores utilizados fueron de 55°C para el imprimador “forward” y 
49°C para el imprimador “reverse”. Considerando dichas temperaturas, se 
esperaba que la banda de mayor intensidad se observara a una 
temperatura cercana a los 49 ºC temperatura a la cual se garantiza la 
unión de los dos cebadores. Sin embargo, la banda de mayor intensidad 




Berg y colaboradores (2008), consideran que si la diferencia entre las 
temperaturas de hibridación entre los imprimadores es mayor o igual a 
5°C se  podría generar una replicación diferente en cada una de las 
bandas del ADN de interés, debido a una mala hibridación de alguno de 
los imprimadores. Esto podría explicar las diferencias en la intensidad de 
las bandas obtenidas, y a su vez el por qué dichos imprimadores, aunque 
se hayan evaluado a una temperatura cercana a los 49°C, 
correspondiente al imprimador con la menor Tm, no produjeron una mayor 
cantidad de producto de PCR (Dieffenbach & Dveksler, 2003). 
 
Para ambos marcadores, Actina y cMET, no fue posible determinar el 
tamaño de los fragmentos obtenidos de la reacción de PCR, debido a que 
las bandas obtenidas al visualizar los productos de PCR mediante 
electroforesis, fueron inferiores a la última banda del marcador de peso 
molecular utilizado. Sin embargo, considerando que el tamaño 
aproximado de los segmentos amplificados se estimó previamente 
mediante el alineamiento de los imprimadores, no se descarta que los 
productos obtenidos sean los esperados.  
 
Las secuencias de los imprimadores de Actina utilizados, fueron 
obtenidas de la metodología descrita por  Batusic y colaboradores (2004), 
los cuales describen un producto de PCR de 391 pb. Esto coincide con el 
tamaño obtenido del alineamiento realizado con las secuencia genómica 
de Rattus norvegicus. Los imprimadores empleados en la amplificación 
del marcador de cMET, fueron obtenidos de la metodología de Daveau y 
colaboradores (2004) los cuales mencionan un producto de  reacción de 
301 pb, lo cual concuerda con el tamaño del fragmento obtenido del 




La banda obtenida de la amplificación de cMET (figura 2), al ser 
observada mediante electroforesis, se desplazó una mayor distancia que 
la banda generada por el gen de Actina. Esto demuestra que el tamaño 
del producto de cMET es menor que el obtenido para Actina y este a su 
vez es menor que la última banda visible del marcador de peso molecular 
de aproximadamente 564 pb, sugiriendo a su vez que los productos 
observados son los esperados (García, 2000). 
 
6.3 Cuantificación de los niveles de expresión de los genes 
marcadores 
 
La menor expresión obtenida para el gen cIAP en muestras “afectadas” 
con respecto a la “sana” no coincide con lo descrito por diversos autores. 
Yan y colaboradores (2004), Lu y colaboradores (2005) y Augello y 
colaboradores (2009) mencionan una elevada sobreexpresión de este gen 
en tejidos que presentan hepatocarcinoma celular y carcinomas renales, 
respecto a tejidos que no presentaban dichas enfermedades. Además, se 
ha descrito que la sobreexpresión de las proteínas cIAP son las 
responsables del desarrollo de carcinomas (Srinivasula & Ashwell, J. 
2008), por lo que los resultados obtenidos no reflejan esta condición.  
 
Vinueza (2009) suguiere que esto puede ser ocasionado por la carga de 
una menor cantidad de muestra en los pozos de este gen y el uso de 
concentraciones muy bajas de los imprimadores de cIAP por un error en 
el cálculo de su concentración o al momento de preparar alícuotas. 
Además, se considera una posible degradación de la muestra o una baja 




Para este mismo gen, la expresión obtenida en muestras “tratadas” con 
respecto a la muestra “sana” y la muestra “afectada” no coinciden con lo 
esperado teóricamente. A pesar de que tanto las muestras denominadas 
afectadas como las tratadas fueran sometidas a un proceso de inducción 
de carcinogénesis mediante 2-acetilaminofluoreno, como inductor celular 
para formar hepatocitos alterados o nódulos pretumorales (Fragoso et al., 
2002), posteriormente las muestras tratadas fueron sometidas a un 
tratamiento utilizando ácido retinoico. Moreno y colaboradores (2007) 
describen que el ácido retinoico promueve una inactivación de los 
procesos de carcinogénesis en las etapas de promoción y desarrollo, al 
reducir el área afectada. Considerando esto, se deduce que los valores 
esperados deberían reflejar una menor expresión en las muestras 
provenientes de individuos sanos respecto a los tratados y estos a su vez 
una expresión menor que las muestras denominadas afectadas. 
 
La cuantificación realizada para el gen cMET presentó una disminución de 
su expresión respecto a la condición de tejido sano.  Sin embargo, en 
tejidos que presentan el desarrollo de carcinomas, se ha demostrado que 
este gen se encuentra sobreexpresado, en contradicción con los 
resultados obtenidos (López et al., 2008).  Esto pudo haberse originado 
por  los mismos factores citados para el gen cIAP. 
 
Fujita y Sugano (1997), describen que la sobreexpresión del gen cMET 
está asociado al desarrollo del cáncer colorrectal y su posterior metástasis 
al hígado, donde en ambos órganos su expresión es progresivamente 
mayor según el desarrollo del cáncer. De igual manera se ha demostrado 
dicha condición de sobreexpresión para el gen cMET en el desarrollo del 




El incremento en la expresión del gen cMET en las muestras tratadas 
mostró un valor de expresión relativa de 3.096, lo que demuestra un 
incremento en la expresión de dicho gen en relación con la muestra 
“sana”. Sin embargo, este valor también excede el valor de RQ obtenido 
para la expresión de este mismo en la condición de tejido afectado. Este 
resultado no era el esperado, debido a que la sobreexpresión de cMET se 
encuentra asociado al desarrollo neoplásico, por tanto se esperaba un 
valor de expresión relativa mayor en la muestras denominadas afectadas 
en relación con las muestras tratadas, considerando además, que a estas 
últimas se les aplicó un tratamiento con ácido retinoico, con el fin de 
atenuar el  proceso carcinogénico  (López et al., 2008; Moreno et al., 
2007)  
 
Estas diferencias en los valores obtenidos de la cuantificación de los 
niveles de expresión, tanto del gen cIAP como de cMET, pueden deberse 
al uso de Actina como control endógeno.  Autores como Guirado y 
colaboradores (2002), así como Su y colaboradores (2007) validan el uso 
del gen de β-actina considerando que su expresión se mantiene 
constante, indistintamente del tejido en el que se encuentre. Sin embargo, 
en otros estudios se ha demostrado que su uso puede ser inapropiado, ya 
que no presenta una expresión homogénea entre las diferentes muestras, 
siendo estas de un mismo tejido, por lo que la normalización de los 
valores respecto a dicho control endógeno y su posterior comparación con 
la muestra de referencia se realiza de manera errónea (Dheda et al., 
2005). 
 
Chang y colaboradores consideran inadecuado el uso del gen de ß-Actina 
como control endógeno en estudios de carcinoma hepatocelular, debido a 
que este gen y sus isoformas, disminuyen su expresión para dar lugar a 
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un grupo denominado K-Actina en tejidos que presentan esta 
enfermedad.  
 
Debido a la cantidad de muestras utilizadas, no fue posible el análisis 
estadístico de los datos que permitieran determinar si los valores 
obtenidos y las diferencias entre estos presentan diferencias 
significativas. Por esta razón se recomienda aumentar el número de 
muestras empleadas en las distintas condiciones, así como el número de 
repeticiones utilizadas para cada gen marcador y una determinada 
muestra.  La cantidad de muestras utilizadas fue reducida debido a que la 
cantidad de reactivos disponibles, para las pruebas de cuantificación de 





• El método de extracción de ARN totales mediante columnas de 
celulosa, permitió la obtención de una cantidad suficiente de ARN 
para su posterior retrotranscripción y análisis mediante PCR y PCR 
en tiempo real. 
 
• Los tamaños de los productos obtenidos mediante PCR para los 
distintos genes marcadores, fueron los esperados. 
 
• Los genes cIAP y cMET presentaron una expresión menor en las 
muestras denominadas afectadas respecto a las muestras 
consideradas sanas y tratadas. 
 
• La cantidad de muestras y de repeticiones que fueron utilizadas no 







• Rediseñar al menos uno de los imprimadores de cMET, debido a la 
diferencia en las temperaturas de hibridación del imprimador 
“forward” respecto al imprimador “reverse”. 
 
• Aumentar el número de muestras, así como el número de 
repeticiones utilizadas en los pruebas de cuantificación de niveles 
de expresión génicos. 
 
• Establecer un modelo estadístico acorde al diseño experimental, 
con el fin de poder analizar posteriormente los datos obtenidos. 
 
• Considerar realizar la cuantificación de los niveles de expresión de 
manera absoluta y no de manera relativa, mediante el método de 
curva estándar, en sustitución del método de CT comparativos. 
 
• Realizar pruebas con distintos genes de referencia y las muestras 
en estudio, con el fin de determinar si alguno de ellos puede ser un 
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Anexo 1.  Protocolo de extracción de ARN totales provisto en el Kit de extracción 














Anexo 2. Protocolo de retrotranscripción provisto en el kit RevertAid™ H Minus 


















Anexo 3.  Curva de disociación determinada por el programa StepOne™ Software 
















Anexo 4. Distribución de las muestras y marcadores en la placa de reacción en las 
























Anexo 5.  Distribución de bandas y pesos moleculares de acuerdo al marcador de 































Anexo 6.  Distribución de bandas y pesos moleculares de acuerdo al marcador de 
peso molecular  Lambda DNA/EcoRI + HindIII Marker, 3 (Fermentas) 
 
